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1  UVOD  
 
Huntingtonova bolezen (HB) je monogenska nevrodegenerativna bolezen s prevalenco 1 
na 10.000 oseb. Klinični znaki v povprečju nastopijo med 30. in 40. letom, bolezen pa je 
usodna 15–20 let od pojava prvih simptomov. Mutacijo povzroča povišano število 
ponovitev tripleta CAG v genu huntingtin (HTT) in se izrazi kot mutiran protein huntingtin 
(mhtt), ki se kopiči tudi v možganih, predvsem v talamusu, kavdatnemu jedru in 
možganski skorji (Hedreen in sod., 1991; Vonsattel, 2008). Zgodnji simptomi se kažejo kot 
psihiatrične motnje v obliki depresije, anksioznosti, razdražljivosti z motnjami spanja ter 
kasnejšim upadom kognitivnih funkcij. Sledi ji značilna nevrološka motorična motnja v 
obliki horee, distonije in rigidnosti. Poleg značilne nevrološke in psihiatrične simptomatike 
kot posledice odmiranja živčnih celic bolezen spremljajo tudi različni periferni in sistemski 
znaki in se kažejo kot imunska (Björkqvist in sod., 2008; Kwan in sod., 2012; Tai in sod., 
2007), endokrina ter srčna disfunkcija (Mihm in sod., 2007; Pattison in sod., 2008; Saleh in 
sod., 2009). Značilni periferni znaki so progresivno upadanje mišične mase, ki je lahko 
posledica vpliva spremenjene ekspresije huntingtina neposredno v mišičnem tkivu (Burg in 
sod., 2009). Periferne spremembe se kažejo tudi v krvi. Analiza krvne plazme bolnikov s 
HB je namreč pokazala, da je raven vnetnega parametra interlevkin-6 (IL-6) lahko 
povišana že veliko let pred pojavom prvih znakov bolezni (Björkqvist in sod., 2008). 
Rezultati iste raziskave so tudi pokazali, da so periferne vnetne spremembe lahko povezane 
z nevrodegenerativnim dogajanjem v centralnem živčnem sistemu, saj so s primerjavo na 
mišjih modelih, ki sta se razlikovala le v številu ponovitev CAG v genu za HB, pokazali, 
da je prisotnost mutiranega huntingtina (mhtt) dovolj za spremenjeno odzivnost monocitov 
in makrofagov. Ti ob stimulaciji pospešeno izločajo citokine, ki poškodujejo tkivo in tako 
prispevajo k patogenezi HB (Crotti in sod., 2014).  
 
V celicah mutirani huntingtin tvori agregate in tako deluje toksično na jedro, kot tudi 
celico v celoti. Okvara celičnih funkcij, ki jih kopičenje mhtt povzroča, se kažejo kot 
disregulacija biokemičnih poti, mitohondrijska disfunkcija, moten energetski metabolizem 
in deregulirana homeostaza Ca2+ (Bezprozvanny in Hayden, 2004; Cornett in sod., 2005; 
Cui in sod., 2006; Fan in Raymond, 2007; Harjes in Wanker, 2003; Li in Li, 2006; Ross, 
2002; Sugars in Rubinsztein, 2003; Tobin in Signer, 2000; Trushina in sod., 2003; 
Trushina in McMurray, 2007). Na ravni celičnih procesov je huntingtin udeležen v 
transport proteinov in veziklov (Cattaneo in sod., 2005), lahko ga povežemo z okvarami 
funkcionalnih sistemov celice, kot so ubikvitin-proteasomni sistem, kaspaze in šaperoni 
(Panov in sod., 2002; Parker in sod., 1990; Saft in sod., 2005; Sawa in sod., 1999), in 
deregulacijo transkripcije kot eno zgodnjih in pomembnejših mehanizmov patogeneze HB 
(Saudou in Humbert, 2016). Analize globalne ekspresije na vzorcih krvi bolnikov s HB so 
pokazale na potencialno pomembne gene, ki naj bi bili vključeni v patogenezo HB 
(Borovecki in sod., 2017; Mastrokolias in sod., 2015). Čeprav omenjene raziskave 
potrjujejo značilno spremenjeno izražanje nekaterih genov v krvi bolnikov s HB, se je 
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izkazalo, da so rezultati nekonsistentni (Hensman Moss in sod., 2017; Lovrecic in sod., 
2009; Runne in sod., 2008) ali celo nasprotujoči (Luthi-Carter in sod., 2000; Runne in sod., 
2007; Seredenina in Luthi-Carter, 2012). Nekatere raziskave (Hensman Moss in sod., 
2017) so pokazale, da lahko kljub različnim ugotovitvam transkriptomski vzorec v krvi 
povežemo s spremembami transkriptoma striatuma bolnikov s HB. Posledično bi lahko 
transkriptomske spremembe v krvi uporabili kot surogatne biooznačevalce za spremembe v 
možganih. 
 
Spremenjena genska ekspresija ni vedno posledica sprememb v sekvenci DNA, ampak je 
odvisna tudi od epigenetskih mehanizmov (Francelle in sod., 2017; Glajch in Sadri-Vakili, 
2015; Lee in sod., 2013; Moumné in sod., 2013; Ryu in sod., 2006; Zheng in sod., 2009), 
kot so modifikacije histonov in kemijske modifikacije na ravni metilacije DNA (Francelle 
in sod., 2017; Glajch in Sadri-Vakili, 2015; Jia in sod., 2015; Lu in sod., 2013; Mollica in 
sod., 2016; Ng in sod., 2013). Raziskave metilacije DNA in njene vloge pri Huntingtonovi 
bolezni (Francelle in sod., 2017; Thomas, 2016; De Souza in sod., 2016; Ng in sod., 2013) 
so pokazale, da pri progresiji nevrodegenerativnih bolezni epigenetika zavzema pomembno 
vlogo. Metilacija DNA je značilna za vsakega posameznika in je tkivno specifična (Zhou 
in sod., 2017; Lokk in sod., 2014). Spremembe v metilaciji DNA, ki so lahko globalne 
(Thomas in sod., 2013) ali gensko specifične (Villar-Menéndez in sod., 2013), bi tako 
lahko povezali s spremenjeno transkripcijo, ki je ena ključnih značilnost HB. Primer 
aberantne metilacije DNA, ki naj bi potencialno prispevala k spremenjeni transkripciji, je 
prikazala raziskava Leeja in sod. (2013) na možganskem tkivu bolnikov s HB. Globalna 
analiza metilacije na celičnih linijah transgenih miši, obolelih s HB, je pokazala na visoko 
metilirane gene Ap-1, Sox2, Pax6 in Nes, ki so neposredno udeleženi v nevrogenezi in so 
imeli hkrati znižano izražanje v primerjavi z zdravimi kontrolami (Ng in sod., 2013). 
Omenjeni raziskavi potrjujeta, da je metilacija DNA tkivno specifična, kot je tudi izražanje 
huntingtina, ter da bi spremembe v transkripciji lahko povezali s spremembami v metilaciji 
DNA otočkov CpG. Do danes so bile raziskave metilacije DNA v povezavi s HB 
opravljene na vzorcih možganskega tkiva in fibroblastih bolnikov s HB (De Souza in sod., 
2016; Jia in sod., 2015) ter mišjih modelih SH3 (Ng in sod., 2013; Lee in sod., 2013). Na 
vzorcih krvi bolnikov s HB status metilacije in njena potencialna povezava s spremembami 
v transkripciji pri HB še nista bila opisana. 
 
Kri kot lahko dostopen biološki material je primerno tkivo za odkrivanje surogatnih 
biooznačevalcev. Zato smo jo v naši raziskavi uporabili kot izhodiščni biološki material. 
Pri odkrivanju novih biooznačevalcev smo na skupini bolnikov s HB in zdravih 
preiskovancev izbrali dva celostna načina – transkriptomsko analizo in analizo metilacije 
DNA. Poleg analize diferenčne ekspresije smo zaradi nekonsistentnih rezultatov že 
objavljenih transkriptomskih študij izvedli tudi sistematično analizo dodatnih 4 
transkriptomov že objavljenih študij (Borovecki in sod., 2005; Hu in sod., 2011; 
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Mastrokolias in sod., 2015; Runne in sod., 2007). Na deregulacijo transkripcije verjetno 
vpliva tudi spremenjena metilacija DNA, zato smo poleg analize diferečne metilacije v 
periferni krvi bolnikov s HB na istem vzorcu preiskovancev tudi preverili, ali obstajajo 
povezave med spremembami transkriptoma in spremembami v metilaciji DNA. Morebitne 
povezave med transkriptomom in statusom metilacije DNA smo prikazali z integrativno 
analizo transkriptoma in metilacijskih sprememb. S tem bi potencialno lahko pokazali na 
nove patogenetske mehanizme HB, ki bi se hkrati uporabili kot biooznačevalci za napoved 
progresije HB. 
 
1.1 DELOVNA HIPOTEZA 
	
V doktorski disertaciji smo želeli preveriti hipotezo, da je HB povezana s spremembami 
tako v transkripciji genov kot v metilaciji DNA in da so te spremembe prisotne v periferni 
krvi. Značilne spremembe v krvi bolnikov s HB glede na zdrave preiskovance bi lahko 
pokazale na potencialne povezave s patogenezo HB in bi se lahko uporabile kot dostopni 
surogatni biooznačevalci nevrodegenerativnega dogajanja pri HB.  
 
Naši cilji so:  
• z analizo globalne genske ekspresije pri bolnikih in zdravih preiskovancih 
ugotoviti morebitne spremenjene transkripcijske vzorce v krvi, ki so 
povezani s HB; 
• s sistematično analizo dostopnih transkriptomskih študij identificirati gene 
in poti, ki se pojavljajo v različnih raziskavah in predstavljajo zanesljiv 
signal spremenjenega genskega izražanja; 
• z analizo globalne metilacije DNA v krvi bolnikov in zdravih 
preiskovancev ugotoviti morebitne spremenjene metilacijske vzorce, ki so 
povezani s HB; 
• z integrativno analizo sprememb globalne transkripcije in metilacije DNA 
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2  PREGLED OBJAV 
2.1 HUNTINGTONOVA BOLEZEN 
2.1.1 Klinična slika Huntingtonove bolezni 
	
Huntingtonova bolezen je monogenska nevrodegenerativna bolezen, ki se kaže kot 
progresivna okvara motorične funkcije, postopno upadanje kognitivnih sposobnosti ter 
vrsta psihiatričnih motenj (Paulsen in sod., 2008; Ross in Tabrizi, 2011; Tabrizi in sod., 
2011). Prvi simptomi se najpogosteje pojavijo med 30. in 40. letom starosti ter se kažejo 
kot psihiatrične motnje v obliki depresije, anksioznosti, motenj spanja in razdražljivosti 
skupaj s frontalnimi in subkortikalnimi kongitivnimi motnjami. Sledijo značilni motorični 
znaki v obliki horee, distonije in mišične rigidnosti ter postopno updanje telesne teže. 
Progresija bolezni vodi v smrt v 15–20 letih od pojava prvih znakov (Browne in Beal, 
2006). Terapija, ki bi upočasnila napredovanje Huntingtonove bolezni, ni na voljo. 
 
Spremembe možganskega tkiva bolnikov s Huntingtonovo boleznijo se kažejo v celotnih 
možganih, določene regije pa so veliko bolj prizadete. Nevropatologija HB je najizrazitejša 
v striatnem delu bazalnih ganglijev z napredujočo atrofijo ter obsežno izgubo nevronov in 
astrogliozo, ki je vse obsežnejša z napredovanjem bolezni. Strukturne spremembe in 
kasneje propad nevronov se pojavijo v bazalnih ganglijih kavdatnega nukleusa in putamna, 
ki skupaj tvorijo neostriatum. Drugi prizadeti deli so substantia nigra, cerebralni korteks, 
hipokampus, Purkinjejeve celice cerebeluma, lateralni tuberalni nukleus hipotalamusa in 
drugi deli talamusa (Walker, 2007). Huntingtonova bolezen na drugi strani vpliva na pojav 
povečanega števila astrocitov in aktivacijo možganskih imunskih celic mikroglije 
(Lobsiger in Cleveland, 2007). 
 
Bazalni gangliji, ki so pri HB najbolj prizadeti, imajo ključno vlogo pri nadzoru gibanja in 
vedenja. Poškodba oziroma degeneracija bazalnih ganglijev povzroča nekoordinirane in 
nehotene gibe. Pri HB se obseg nevropatoloških sprememb bazalnih ganglijev povečuje, 
kar vodi v značilne spontane, nehotene gibe, hiperkinetično dizartrijo in postopoma 
zmanjšano zmožnost govora in disfagijo (Duffy, 2013). 
 
Primarno je pri HB prizadet centralni živčni sistem. S progresijo bolezni se psihiatričnim, 
kognitivnim in motoričnim motnjam pridružijo tudi periferni znaki, kot sta izguba teže in 
nevroendokrina disfunkcija (Heuser in sod., 1991; Petersén in Björkqvist, 2006). Bolniki s 
HB imajo okvarjeno glukozno toleranco in s tem povečano incidenco sladkorne bolezni. 
Prav tako so pri bolnikih dokazali moteno biosintezo holesterola z znižano koncentracijo 
holesterolnih prekurzorjev (Kreilaus in sod., 2016). Izgubo mišične mase lahko povežemo 
z znižanim metabolizmom aminokislin, ki je bil dokazan tako pri simptomatskih kot pri 
predsimptomatskih nosilcih mutacije za HB (Kumar in Garg, 2016).  
 
Zadel M. Metilacijski in transkriptomski biooznačevalci pri Huntingtonovi bolezni.  




Diagnozo Huntingtonove bolezni postavimo na podlagi zgoraj navedenih kliničnih znakov, 
družinske anamneze in genetskega testiranja (Bates in sod., 2015). Klinični status bolnikov 
s HB ocenimo z ocenjevalno lestvico Unified Huntington’s Disease Rating Scale 
(UHDRS) (Group, 1996), ki vključuje štiri skupine kliničnih podatkov bolnika s HB: 
motorično funkcijo, kognitivno funkcijo, vedenjska odstopanja in oceno funkcionalnih 
zmožnosti bolnika. Lestvico uporabljamo za spremljanje klinične slike med razvojem 
bolezni. Ob tem je potrebno upoštevati, da ima ocenjevanje z uporabo omenjene lestvice 
omejeno občutljivost in je lahko subjektivno (Paulsen in sod., 2008). Zato mora pregled in 
ocenjevanje izvesti izkušen nevrolog.   
 
Pri bolnikih, ki že imajo simptome HB, klinični status določimo na zgoraj omenjeni način. 
Pri preiskovancih, kjer simptomatika ni prisotna, lahko postavimo diagnozo le z genetskim 
testiranjem. Velik pomen ima genetsko testiranje tudi pri postavitvi družinske anamneze za 
HB, ki omogoča vsem družinskim članom potrditev diagnoze še pred pojavom kliničnih 
znakov. Predsimptomatski nosilci mutacije CAG tako predstavljajo posebno zanimivo 
skupino za raziskovanje molekularnih mehanizmov, ki bi lahko prispevali k zaustaviti ali 
vsaj upočasnitvi razvoja patoloških znakov HB. Za to so bile izvedene različne raziskave, 
ki so uporabljale matematične modele za napoved progresije bolezni z upoštevanjem 
stopnje patoloških sprememb in koncentracije mutiranega proteina htt (Penney in sod., 
1997) in so pri nosilcih mutacije CAG poskušale časovno napovedati pojav prvih kliničnih 
znakov (Langbehn in sod., 2004). Ena pomembnejših multicentrskih raziskav je bila 
raziskava PREDICT-HD (Langbehn in sod., 2010) in je poleg časovne komponente 
vključevala še druge biološke in klinične parametre, ki kažejo stopnjo progresivnega upada 
funkcij. Raziskava je vključevala največje število predsimptomatskih pacientov in kot 
rezultat pokazala na nekaj potencialnih končnih kliničnih točk za prediktivno diagnostiko 
HB. Pomanjkljivost raziskave je bila, da ni vključevala genetskih vplivov in vpliva okolja. 
Zato se ocenjevanje po modelu PREDICT-HD trenutno ne uporablja. Glede na 
kompleksnost fenotipa HB, se še vedno uporablja klinična ocenjevalna lestvica Unified 
Huntington’s Disease Rating Scale (UHDRS).  
	
2.1.2 Patogeneza Huntingtonove bolezni 
	
Protein huntingtin je zgrajen iz 3144 aminokislin z molekularno težo 348 kDa in vsebuje 
ponavljajočo regijo polyQ z normalno dolžino 23 glutaminov (Cornett in sod., 2005; Xia in 
sod., 2003). Huntingtin se izraža v celem telesu, vendar v različnih koncentracijah glede na 
vrsto tkiva. Najdemo ga tako v jedru kot citoplazmi, lahko tudi prehaja med obema. 
Normalna funkcija huntingtina še ni povsem pojasnjena, predpostavljajo, da ima 
pomemben vpliv na razvoj živčnega sistema preko vpliva huntingtina na transport in 
sintezo nevrotrofnega faktorja BDNF (Brain-Derived Neurotrophic factor) ter njegove 
vloge pri adheziji celic (Zuccato in Cattaneo, 2014). Zaradi povečanega števila ponovitev 
CAG, ki je značilnost mutiranega gena huntingtin (mHTT), ta lahko funkcijo izgubi ali pa 
se mu pomembno spremeni. Zaradi različnih interakcij med domenami zaporedja HEAT 
Zadel M. Metilacijski in transkriptomski biooznačevalci pri Huntingtonovi bolezni.  




alfa-vijačnice, ki so vezavni motiv za vrsto makromolekul, je lahko struktura proteina 
povsem drugačna, s tem pa je tudi spremenjena njegova funkcija. Prav tako lahko 
huntingtin vpliva na posttranslacijske spremembe, kot so proteolitični mehanizmi, 
fosforilacija in glikozilacija (Li in sod., 2006; Takano in Gusella, 2002). 
 
Značilna patologija HB na molekularni ravni je kopičenje agregatov mutiranega 
huntingtina primarno v možganskem tkivu, ki posledično vodi v atrofijo živčnih celic 
bazalnih ganglijev in gliozo predvsem neostriatuma in cerebralnega korteksa. Postopno se 
razvije tudi periferna patologija, ki se kaže kot mišična atrofija, kaheksija in imunska 
disfunkcija (Miller in sod., 2016), opisana je tudi deregulacija v energetskih in metabolnih 
poteh (Acuña in sod., 2013; Johri in sod., 2013; Mochel in Haller, 2011; Tang in sod., 
2013). 
 
Razpolovna doba in izločanje normalnega, kot tudi mutiranega huntingtina, še ni bila 
natančno določena, zato se sklepa, da se razgrajuje po eni od dveh poti razgradnje 
strukturno nepravilnih proteinov, ki sta ubikvitin-proteasomni sistem in avtofagija 
(Kaganovich in sod., 2008).  
 
2.1.3 Genetika Huntingtonove bolezni 
	
Huntingtonova bolezen je monogenska bolezen in se deduje avtosomno dominantno. Gen 
HTT, ki kodira protein huntingtin, je lociran na kromosomu 4p16.3 in ga sestavlja 64 
eksonov. Mutacija gena, odgovornega za razvoj HB, je v eksonu 1 in se nosi v zapisu 
povečanega števila ponovitev tripleta CAG – podaljšan poliglutaminski (poliQ) rep. 
(Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). Normalni alel ima na 
N-terminalnem delu zapisa 9-35 ponovitev CAG, s povprečjem 17–20 ponovitev. 
 
Ponovitve CAG, ki presegajo število 35, lahko povežemo z razvojem HB. Nosilci gena 
HTT s številom ponovitev CAG med 36 in 39 kažejo nepolno oziroma nižjo penetranco in 
kasnejši začetek pojava simptomov. V takih primerih se z vsako naslednjo generacijo 
mutacija lahko razvije do polno penetrantne mutacije (Brocklebank in sod., 2009), ki nosi 
40 ponovitev ali več (Langbehn in sod., 2004). Starost ob pojavu prvih kliničnih znakov 
bolezni je obratno sorazmerna s številom ponovitev CAG; število ponovitev CAG, ki je 75 
ali več, se izrazi kot juvenilna oblika HB (Duyao in sod., 1993). Ponovitve med 27 in 35 
CAG spadajo med intermediarne alele in niso povezane s fenotipom HB (Kremer in sod., 
1994). Frekvenca intermediarnih alelov v splošni populaciji je med 1,5 % in 1,9 %, 
ocenjeno tveganje za povečanje števila ponovitev na 36 ali več niha med 2 % in 10 % pri 
potomcih, kjer so prenašalci moški (Chong in sod., 1997). Nekatere raziskave so tudi 
pokazale, da je tveganje za pojav polno penetrantne mutacije v naslednjem rodu lahko 
povezano ne samo s številom ponovitev, ampak tudi s spolom prenašalca ali če se je 
intermediarni alel v družini pojavil prvič (Brocklebank in sod., 2009; Kremer in sod., 
1995).  
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Najpogosteje je pojav bolezni v srednjih letih povezan s številom ponovitev CAG med 40 
in 55. Izkazalo se je, da je razpon v številu ponovitev odgovoren le za približno 56 % 
variacij v starosti ob pojavu prvih znakov bolezni (Gusella in sod., 2014). Preostanek 
variacij pa naj bi pripisali drugim funkcionalnim spremembam genoma bolnika, ki so 
soodgovorne za modifikacijo patogenze HB. Pri tem naj bi izstopali nekateri 
modifikatorski geni (ADORA2A, ATG7, CNR1, GRIK2, GRIN2A, GRIN2B, HAP1, 
PPARGC1A, MAP2K6, MAP3K5, NPY, NPY2R, OGG1, PEX7, TP53 in UCHL1), a 
statistične analize tega niso potrdile (Gusella in sod., 2014). 
 
2.2 BIOOZNAČEVALCI PRI HUNTINGTONOVI BOLEZNI 
2.2.1 Biooznačevalci  
	
Biološki označevalci ali biooznačevalci so objektivni merljivi indikatorji bioloških 
procesov, katerih meritve so točne in ponovljive. Biooznačevalci imajo ključno vlogo pri 
vseh biomedicinskih raziskavah, saj pomagajo pri razumevanju povezav med merljivimi 
biološkimi procesi in kliničnim izidom bolezni (Strimbu in Tavel, 2010).  
 
Na področju nevrodegenerativnih bolezni so biooznačevalci objektivni indikatorji 
nevrodegenerativnih procesov. Možgansko tkivo je težko dostopen biološki material in je 
zato potreba po perifernih biooznačevalcih še toliko večja. Periferni indikatorji bi se lahko 
uporabili kot surogatni biooznačevalci nevrodegenerativnega dogajanja tudi pri HB.  
 
2.2.2 Transkriptomski biooznačevalci pri Huntingtonovi bolezni 
	
Raziskave HB so bile sprva usmerjene le na možgansko tkivo, kjer so bili prvič opisani 
značilni agregati huntingtina. Huntingtin je ubikvitarno izražen protein, agregati 
mutiranega proteina so tako v možganskem tkivu kot tudi v perifernih tkivih (Carroll in 
sod., 2015; Lovrecic in sod., 2009; Mastrokolias in sod., 2015; Burg in sod., 2009), kar 
kaže na sistemsko dogajanje pri HB (Träger in Tabrizi, 2013).  
 
Raziskave so pokazale, da lahko na transkripcijske faktorje vpliva huntingtin na več 
načinov in je lahko pomemben deregulator transkripcije (Seredenina in Luthi-Carter, 2012; 
Runne in sod., 2008; Miller in sod., 2016). Eden od mehanizmov onemogoča postavitev 
transkripcijskih faktorjev zaradi vezave agregatov mhtt in povzroča modifikacije histonov 
ali se celo direktno veže na DNA (Seredenina in Luthi-Carter, 2012). Mutirani htt tudi 
aktivira signalno pot NFkapaB preko direktne interakcije z IKK (IKapaB Kinaza) 
kompleksom, ki je ključni regulator transkripcijskih faktorjev NFkapaB (Khoshnan, 2004). 
 
Periferna kri je odličen primer biološkega materiala, saj je dostopna v kateri koli fazi 
bolezni in idealen vir za spremljanje vnetnih procesov, ki naj bi bili tudi eden zelo 
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pomembnih dejavnikov pri razvoju HB (Hensman Moss in sod., 2017) Raziskave na 
vzorcih periferne krvi, kjer so izvedli globalno analizo transkripcijskih sprememb pri HB, 
so pokazale na različne značilno spremenjene gene, druge tega niso uspele potrditi. 
Borovecki in sodelavci (2005) so izvedli analizo globalne genske ekspresije na 115 
preiskovancih (65 preiskovancev s potrjeno mutacijo za HB in 53 zdravih kontrol) in 
identificirali 322 transkriptov mRNA, značilno spremenjenih pri simptomatskih 
preiskovancih s HB. S statistično obdelavo so pokazali na 12 značilno spremenjenih genov 
(ANXA1, AXOT, CAPZA1, HIF1A, JJAZ1, P2Y5, PCNP, ROCK1, SF3B1, SP3, TAF7 in 
YIPPEE). Druga raziskava, ki so jo izvedli Runne in sodelavci (2007), je analizo globalne 
ekspresije izvedla na 22 preiskovancih (12 nosilcev mutacije za HB in 10 zdravih kontrol), 
kjer so uspeli potrditi le gen IBR3 s signifikantno povečanim izražanjem pri nosilcih 
mutacije v primerjavi z zdravimi kontrolami. Njihova raziskava je vključevala tudi 
primerjalno analizo z naborom 12 genov, ki so jih kot potencialne biooznačevalce 
predstavili Borovecki in sodelavci (2005), a jih Runne in sodelavci niso uspeli potrditi. 
Tranksriptomska raziskava na 119 vzrocih krvi bolnikov s HB in zdravih preiskovancev 
(Hu in sod., 2011) je pokazala, da je dinamični regulator kromatinske gibljivosti histonske 
družine H2A, del Y (H2AFY), specifično prekomerno izražen v vzrocih krvi in tkivu 
frontalnega korteksa pacientov s HB v primerjavi z zdravimi preiskovanci. Ta rezultat so 
potrdili še na dveh mišjih modelih R6/2 in je bil ponovljen v neodvisni klinični raziskavi, 
ki je vključevala 142 preiskovancev (Hu in sod., 2011). Tudi tu se je izkazalo, da 
histon-deacetilazni inhibitorji, ki zavirajo nevrodegeneracijo pri živalskih modelih (Steffan 
in sod., 2001), tudi znižujejo izražanje H2AFY, kar mu daje vlogo potencialnega 
biooznačevalca, povezanega s progresijo bolezni in tudi farmakodinamskim odzivom. 
Raziskava, ki je bila izvedena na vzorcih periferne krvi (Mastrokolias in sod., 2015), je 
vključevala 91 nosilcev mutacije in 33 zdravih kontrol. Transkriptomska analiza je 
identificirala 167 genov, ki so bili značilno povezani s klinično sliko oziroma statusom 
bolezni, določenim z uporabo klinične ocenjevalne lestvice Total Motor Score (TMS). 
Uspeli so potrditi nekatere gene iz prejšnjih raziskav, kot tudi pokazati na nove značilno 
spremenjene gene. Obogatitvena analiza poti, kjer so bili ti geni značilno spremenjeni, je 
pokazala, da so potrjene poti pomembno vpletene v imunski odziv. Z validacijo genov 
globalne diferenčne ekspresije so uspeli potrditi 5 genov (PROK2, ZNF238, AQP9, 
CYSTM1 in ANXA3), ki bi lahko bili potencialni biooznačevalci.  
 
Transkriptomska analiza periferne krvi z večjim številom bolnikov s HB (Hensman Moss 
in sod., 2017) je vključevala 218 preiskovancev iz raziskave TRACK-HD (Karl Kieburtz 
in Venuto, 2012) in 1773 preiskovancev Evropske mreže Huntingtonove bolezni 
REGISTRY (European Huntington’s Disease Network, 2004). Prikazali so oceno regresije 
na osnovi analize longitudinalnih podatkov o spremembah v motoričnih in kognitivnih 
sposobnostih ter slikovnih meritev. Podatke so zbirali v letih od 2008 do 2011. Paralelno 
so analizirali tudi rezultate raziskave REGISTRY, kjer so zbirali identične podatke, le v 
daljšem obdobju (od leta 2003 do 2011). Rezultati obeh raziskav so pokazali na značilno 
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povezavo med starostjo in pojavom prvih simptomov ter značilen upad funkcionalnosti po 
lestvici UHDRS (UHDRS-TFC score). 
	
2.2.3 Epigenomski biooznačevalci pri Huntingtonovi bolezni 
	
Izražanje genov je lahko regulirano na ravni transkripcije in tudi preko epigenetskih 
mehanizmov, ki so lahko na različnih ravneh. Pri metilaciji DNA gre za adicijo metilne 
skupine s pomočjo encima DNA-metiltransferaze (DNMT) na pozicijo citozina C5, ki ga v 
večini najdemo v citozin-gvanin dinukelotidni (CpG) regiji genoma (Suzuki in Bird, 2008). 
Nastajajo 5-metilcitozini (5-mC), kjer poteče reakcija oksidacije do 5-hidroksimetilcitozina 
(5-hmC). V promotorskih regijah je 5-mC povezan s transkripcijsko represijo, medtem ko 
je reducirani 5-hmC povezan s transkripcijsko aktivacijo (Lister in sod., 2013). Metilacija 
otočkov CpG skupaj s korepresorskim kompleksom zavira vezavo transkripcijskih 
faktorjev na sekvenco DNA. Metil-CpG-vezavni protein 2 aktivira vezavo korepresorjev, 
kot sta histonska deacetilaza in metiltransferaza na genski promotor. Metilacija DNA je 
dinamičen proces, ki bodisi aktivira ali zavira gensko ekspresijo. Nadalje med epigenetske 
mehanizme spadajo tudi histonske modifikacije, ki spremenijo afiniteto DNA za vezavo na 
histonske proteine in s tem uravnavajo gensko ekspresijo (Strahl in Allis, 2000). 
Mehanizmi RNA, ki so tudi del epigenetske regulacije, vplivajo na višjo organizacijo 
strukture kromatina.  
 
Raziskave metilacije DNA pri nevrodegenerativnih boleznih so šele v svojih začetkih, a 
kažejo pomemben vpliv na razvoj bolezni. Tako velja tudi za HB, kjer raziskav s področja 
sprememb v metilaciji in njenega vpliva na progresijo bolezni ni veliko. Ng in sodelavci 
(2013) so v svoji raziskavi na mišjih celicah z mutirano obliko htt pokazali na spremenjen 
vzorec metilacije DNA v primerjavi z normalnimi celicami. Spremembe so opisali v 
promotorju, proksimalnih in distalnih regulatornih regijah, glavnino pa v regijah z otočki 
CpG, ki so locirane blizu tranksripcijskih startnih mest. Obogatitve so bile predvsem 
prisotne pri genih, povezanih z razvojnimi procesi, migracijo nevronov in celično 
diferenciacijo (Ng in sod., 2013). Podobne razultate je prikazala tudi raziskava Jia in 
sodelavcev (2015), ki je bila izvedena na vzorcih humanih fibroblastov zdravih 
preiskovancev in HB bolnikov (Jia in sod., 2015). V raziskavi Villar-Menedez in 
sodelavcev (2013) so merili raven 5-mC in 5-hmC v regiji 5’UTR receptorskega gena 
adenozin A2A (ADORA2A) na vzorcih lentiformnega nukleusa bolnikov s HB in striatuma 
R6/1 in R6/2 miši. Njihove ugotovitve so pokazale, da je spremenjen metilacijski vzorec 
gena ADORA2A povezan s patološko znižanim izražanjem navedenega gena pri bolnikih s 
HB (Villar-Menéndez in sod., 2013).  
 
Metilacijske spremembe DNA pri HB na humanih vzorcih so bile proučevane na celicah 
možganskega tkiva (Bai in sod., 2015; Villar-Menéndez in sod., 2013) in fibroblastih (Jia 
in sod., 2015). Raziskave metilacije DNA na možganskem in jetrnem tkivu, ki so jo izvedli 
De Souza s sodelavci (2016), ni uspela potrditi povezave spremenjene metilacije DNA 
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neposredno s patogenezo HB. Dodatno pa je pokazala na vpliv statusa metilacije in starosti 
ob nastopu prvih kliničnih znakov HB ter da je metilacija DNA dejansko tkivno specifična 
(De Souza in sod., 2016). Povezava metilacije DNA in starosti ob nastopu bolezni bi lahko 
imela prediktivno vrednost pri intermediarnih patoloških ponovitvah CAG, ki niso polno 
penetrantne za HB (Gusella in sod., 2014), kot tudi pri daljših ponovitvah CAG, ki so 
polno penetrantne.  
 
Prva raziskava HB na vzorcih krvi je bila narejena že leta 1993 (Reik in sod., 1993) in je 
pokazala na signifikantno povezavo med starostjo ob nastopu HB in demetiliranostjo 
lokusa D4S95, ki je povezan z genom HTT. Raziskava, ki so jo objavili Hamzeiy in 
sodelavci (2018), je bila izvedena na vzorcih periferne krvi bolnikov s HB in zdravih 
kontrol. Globalno analizo metilacije so izvedli s testom ELISA preko spremljanja ravni 
5-mC v vzorcih krvi. Povezave med značilno spremenjeno globalno metilacijo in HB sicer 
niso uspeli potrditi, a ocenjujejo, da je verjetno test ELISA manj primeren za klinično 
spremljanje progresije bolezni (Hamzeiy in sod., 2018).  
 
Vpliv epigenetskih mehanizmov so poleg HB pokazali tudi pri raziskavah drugih 
nevrodegenerativnih bolezni (Lu in sod., 2013; Hamzeiy in sod., 2018; Lardenoije in sod., 
2015; Lee in sod., 2013; Christopher in sod., 2017; Agrawal in Biswas, 2015), ki so 
predstavile različne rezultate globalne metilacije v vzorcih krvi. Pri Alzheimerjevi bolezni 
(AB) so Di Francesco in sodelavci (2015) potrdili povišano globalno metilacijo DNA v 
krvi bolnikov. Rezultati so korelirali s prav tako povišano ravnjo homocisteina v krvi. 
Plazemski homocistein je namreč odgovoren za znižano DNA-metilazno aktivnost in je 
neodvisen dejavnik tveganja za AB ter značilno povišan ob nastopu kliničnih znakov 
(Seshadris in Beisar, 2002). Podobno je bila opisana spremenjena globalna metilacija DNA 
v krvi tudi pri amiotrofni lateralni sklerozi (ALS) (Hamzeiy in sod., 2018; Tremolizzo in 
sod., 2014), kot tudi pri spinocerebelarni ataksiji (SCA) (Hamzeiy in sod., 2018). Pri 
Parkinsonovi bolezni (PB) pa raziskava Richterja in sodelavcev (2012) prav tako kot pri 
HB v krvi ni uspela potrditi diferečne metilacije DNA (Richter in sod., 2012). 
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3  MATERIAL IN METODE 
	
Raziskavo smo izvedli na Kliničnem inštitutu za medicinsko genetiko Ginekološke klinike 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Raziskavo je odobrila Komisija Republike 
Slovenije za medicinsko etiko pri Ministrstvu za zdravje RS pod št. 138/03/11. 
 
Vzorci DNA in RNA vseh bolnikov in kontrol so bili izolirani in zbrani na Kliničnem 
inštitutu za medicinsko genetiko Ginekološke klinike UKCL. Za vse vzorce je bila 




V raziskavo je bilo vključenih 46 preiskovancev, ki smo jih razdelili glede na klinično 
sliko in potrjeno mutacijo v tri skupine z ujemanjem po spolu in starosti:  
i) simptomatski – potrjena mutacija, prisotni klinični znaki HB – skupno 15 
preiskovancev; 
ii) predsimptomatski – potrjena mutacija, še nimajo kliničnih znakov HB – 
skupno 8 preiskovancev;  
iii) zdravi – kontrolni preiskovanci – mutacija ni prisotna, brez kliničnih 
znakov, značilnih za HB – skupno 23 preiskovancev.  
 
Nevrološki status bolnikov s potrjeno mutacijo je bil ocenjen na podlagi parametrov 
mednarodne lestvice UHDRS (Unified Huntington's Disease Rating Scale) (Kieburtz, 
1996), ki jo je izvedel izkušen nevrolog.  
 
Izvedli smo transkriptomsko analizo in analizo metilacije DNA na mikromrežah, v katero 
smo vključili skupino simptomatskih, predsimptomatskih in zdravih preiskovancev. Glede 
na rezultate transkriptomske in metilacijske analize smo nadalje izvedli validacijo izbranih 
kandidatnih genov na neodvisni skupini bolnikov in zdravih preiskovancev, ki so se 
ujemali tako po spolu kot starosti. 
 
Transkriptomsko analizo smo izvedli na skupini 23 nosilcev mutacije in 23 zdravih 
kontrolnih preiskovancev: 
i) simptomatski – 15 preiskovancev, 8 žensk in 7 moških (starosti od 55,7 ± 
13,4 let; UHDRS nad 50);  
ii) predsimptomatski – 8 preiskovancev, 4 ženske in 4 moški (starosti 39,1 ± 
6,9 let; UHDRS od 0 do 3); 
iii) zdravi – kontrolni preiskovanci, ki starostno ustrezajo predsimptomatskim 
in simptomatskim preiskovancem – 23 preiskovancev, 12 žensk in 11 
moških (starosti od 43,7 ± 11,6 let; brez družinske anamneze HB).  
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V validacijo transkriptomske analize je bilo dodatno vključenih 20 preiskovancev, pri 
katerih smo med kontrolami in bolniki upoštevali ujemanje po spolu in starostni strukturi: 
i) 10 simptomatskih – 6 žensk (starosti 32–55 let; povprečno 42,6 leta) in 4 moški 
(starosti 31–55 let; povprečno 44,0 leta); 
ii) 10 zdravih – 5 žensk (starosti 28–52 let; povprečno 39,4 leta) in 5 moških 
(starosti 31–58 let; povprečno 43,6 leta). 
 
V metilacijsko analizo smo vključili 20 nosilcev mutacije in 15 zdravih kontrolnih 
preiskovancev: 
i) simptomatski – 11 preiskovancev, 6 žensk in 5 moških (starosti od 58,0 ± 
4,5 let; UHDRS nad 50);  
ii) predsimptomatski – 9 preiskovancev, 5 žensk in 4 moški (starosti 33,6 ± 2,4 
let; UHDRS od 0 do 3); 
iii) zdravi – kontrolni preiskovanci, ki starostno ustrezajo predsimptomatskim 
in simptomatskim preiskovancem – 15 preiskovancev, 8 žensk in 7 moških 
(starosti od 47,3 ± 5,1 let; brez družinske anamneze HB).  
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3.2.1 Transkriptomska analiza  
3.2.1.1 Izolacija RNA 
	
Za izolacijo RNA smo odvzeli kri v epruvete PAXgene™ (PreAnalytiX, Qiagen GmbH, 
Hilden, Nemčija). Po odvzemu smo pustili epruvete stati na stojalu 24 ur pri sobni 
temperaturi in jih nadalje do postopka izolacije RNA hranili na –80 °C. Izolacijo smo 
izvedli z uporabo PAXgene Blood Kit (PreAnalytiX, Qiagen GmbH, Hilden, Nemčija) po 
protokolu proizvajalca. Koncentracija RNA je bila izmerjena z RNA 6000 Nano LabChip 
Kit na aparatu 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies, Waldbronn, Nemčija). Integriteto 
vzorcev RNA, izbranih za transkriptomsko profiliranje, smo določili z uporabo 
Bioanalyzer RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, California, US). 
Vzorce, ki so dosegali vrednost RIN (RNA Integrity Number) več kot 8,0, smo uporabili 
za analizo mikromrež. Začetna koncentracija RNA za nanos na mikromreže je bila 
50 ng/µL. 
	
3.2.1.2 Diferenčna ekspresija 
 
Analizo diferečne ekspresije smo izvedli po navodilih proizvajalca, skeniranje mikromrež 
je bilo izvedeno na BeadArray Reader (Illumina Inc., San Diego, California, USA) prav 
tako po navodilih proizvajalca. 
	
3.2.1.3 Statistična in bioinformatska analiza genske ekspresije 
	
Globalna analiza transkriptoma 
Analiza diferečne ekspresije transkriptoma je bila narejena z uporabo mikromrež 
HumanHT-12 v4 Expression BeadChip (Illumina Inc., San Diego, California, USA), 
Analiza je bila izvedena po navodilih proizvajalca, skeniranje mikromrež je bilo izvedeno 
na BeadArray Reader (Illumina Inc., San Diego, California, USA) prav tako po navodilih 
proizvajalca. 
 
Kontrola kvalitete in kvantilna normalizacija je bila narejena z uporabo programskega 
paketa Lumi (Du in sod., 2008), korekcija ozadja je bila narejena z orodjem ComBat z 
uporabo neparametrične empirične Bayesove statistične metode (Johnson in sod., 2007). 
 
Statistična primerjava ekspresijskih vrednosti je bila narejena s t-testom, implementiranim 
v paket LIMMA v Bioconductor v2.8 projekt v R-statističnem okolju verzija 2.13.1 
(Gentleman in sod., 2004). 
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Obogatitvena analiza genov 
Obogatitveno analizo KEGG smo izvedli z uporabo parametričnega testa PGSEA 1.46.0 
(Kim and Volsky, 2005) za diferenčno izražene transkripte vseh nosilcev mutiranega gena 
HB v primerjavi z zdravimi kontrolami. Nabor genov za PGSEA smo dobili po Molecular 
Signature Database – MsigDB v5.1 (Subramanian in sod., 2005). Poti GO in obogatitvene 
analize GO smo izvedli s spletno dostopnim orodjem PANTHER® verzija 12.0 (Mi in 
sod., 2017). 
 
Primerjava rezultatov transkriptoma z drugimi raziskavami 
Sistematični pregled že objavljenih raziskav smo izvedli z iskalnikom PubMed (NCBI, 
2017b) z iskalnimi pogoji (Huntington*[Title]) AND (biomarker [Title/Abstract] AND 
blood [Title/Abstract] AND transcript*[Title/Abstract]). Izmed 12 raziskav smo izbrali 4 
raziskave (Borovecki in sod., 2005; Hu in sod., 2011; Mastrokolias in sod., 2015; Runne in 
sod., 2007), za katere so v repozitoriju Gene Expression Omnibus (GEO) (NCBI, 2017a) 
javno dostopni transkriptomski podatki in so bile primerljive v izvedbi raziskav.  
 
Nabor podatkovnih setov raziskav, vključenih v analizo, je prikazan v preglednici 1. V 
primerjavo smo vključili tiste transkripte, ki so dosegli kriterij p < 0,01. Prekrivanja genov 
vseh 5 raziskav so bila prikazana z Vennovim diagramom. 
 
Preglednica 1: Nabor podatkovnih setov po GEO, vključenih v sistematični pregled 
Table 1: GEO dataset included in systematic review 
Številka podatkovnega seta 
GEO (Referenca) 
Število vzorcev Vrste mikromreže 
GSE 8762 
(Runne in sod., 2007) 
22 Affymetrix Human Genome U133 
Plus 2.0 Array 
GSE 1767 
(Borovecki in sod., 2005) 
31 GE/Amersham Codelink Human 
Uniset I, II, and 20K oligonucleotide 
arrays 
GSE 51799 
(Mastrokolias in sod., 2015) 
144 Affymetrix Human Genome U133A 
Array 
GSE 24250 
(Hu in sod., 2011) 




3.2.2 Analiza metilacije 
3.2.2.1 Izolacija DNA 
	
Vsem preiskovancem smo vzeli periferno vensko kri v epruvete z antikoagulantom EDTA 
(BD Vacutainer® Blood Collection Tube). S kompletom FlexiGene DNA (Qiagen GmbH, 
Hilden, Germany) smo izvedli izolacijo DNA po protokolu proizvajalca. Koncentracijo 
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izolirane DNA smo izmerili na spektrofotometru Thermo Scientific NanoDrop 2000C 
(software NanoDrop 2000/2000C Installation Version: 1.6.198). Za analizo metilacije na 
mikromreži smo potrebovali DNA s koncentracijo 50 ng/µL. 
 
Analizo metilacije DNA smo izvedli na mikromrežah Infinium® Human Methylation27 
BeadChip (Illumina Inc, San diego, California, USA) z vzorci DNA zdravih kontrol in 
bolnikov. Mikromreža omogoča kvantitativno določitev 27.578 dinukleotidov CpG v 
14.495 CCDS (Consensus Coding Sequences) na posamezen vzorec. Pred testom 
Infinium® smo opravili bisulfitno konverzijo po navodilih proizvajalca, kjer so se 
nemetilirani citozini ob prisotnosti bisulfita v procesu deaminacije konvertirali v uracil, 
metilirani citozini pa so ostali nespremenjeni, saj bisulfit ni sprožil reakcije deaminacije. 
Za tem smo izvedli amplifikacijo celotnega genoma ter fragmentacijo, čiščenje in nato 
nanos na mikromrežo BeadChip. 
 
Skeniranje mikromrež smo izvedli na BeadArray Reader (Illumina Inc, San Diego, 
California, USA). 
	
3.2.2.2 Diferenčna metilacija 
 
Ob nanosu bisulfitno konvertiranega vzorca na mrežo BeadChip so se pomnožene 
molekule vzorcev DNA hibridizirale na lokus specifične oligomere DNA. Posameznemu 
lokusu CpG sta pripadali dve sondi – ena kot metilirana (C) in druga kot nemetilirana (T) 
oblika. Po vezavi enega od nukleotidov, fluorescentnemu barvanju in skeniranju smo 
izmerili razliko med metiliranimi in nemetiliranimi lokusi. Razlike v metilaciji DNA kot 
odstotek metiliranosti so podane kot ß-vrednosti in so določene za vsak lokus in vsak 
vzorec s programsko opremo BeadStudio (Illumina Inc, San Diego, California, USA). 
ß-vrednosti predstavljajo spremenljivke med vrednostmi od 0 do 1 in določajo razmerje 
med intenziteto signala metilirane sonde glede na inteziteto signala celotnega lokusa – 
nemetilirane sonde. 
 
3.2.2.3 Statistična in bioinformatska analiza metilacije 
	
Kontrolo kvalitete in kvantilno normalizacijo smo izvedli z uporabo programskega paketa 
Lumi (Du in sod., 2008). Popravek vpliva analize mikromrež v več serijah smo naredili z 
orodjem ComBat z uporabo neparametrične empirične Bayesove statistične metode 
(Johnson in sod., 2007). Statistično obdelavo vrednosti smo pripravili z uporabo paketa 
MethyLumi za prenos v Bioconductor v2.8./R-statističnem okolju verzija 2.13.1 
(Gentleman in sod., 2004). Pri interpretaciji rezultatov smo uporabili p-vrednost (< 0,01),  
FDR (< 0,05) ter Δ% 5-mC . Obogatitveno analizo GO smo naredili z uporabo prosto 
dostopnih spletnih orodij PANTHER™ verzija 12.0 (Mi in sod., 2017) in ENSEMBL 
verzija 91 (Kinsella in sod., 2011). 
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3.2.3 Integrativna analiza transkriptoma in metilacije 
 
Integrativno analizo transkriptoma in metilacije smo naredili z uporabo neparametričnega 
Mann-Whitneyevega U-testa. Seznam najvišje uvrščenih genov smo dobili na podlagi 
vrednosti log10 P in log2 FC tako za ekspresijo kot za metilacijo in jih nato med sabo 
primerjali. Prekrivanja med metilacijskimi vzorci in transkriptomskimi spremembami smo 
prikazali s prostodostopnim spletnim orodjem VENN za izdelavo Vennovega diagrama. 
Rezultatom sprememb v metilaciji vseh nosilcev mutacije za HB in naboru diferenčno 
izraženih transkriptov na isti skupini preiskovancev smo dodali tudi 15 DE transkriptov, ki 
so bili identificirani v 4 predhodno objavljenih raziskavah (Runne in sod., 2007; Hu in 
sod., 2011; Borovecki in sod., 2005; Mastrokolias in sod., 2015), vključenih v primerjavo 
diferečne ekspresije pri naših preiskovancih. 
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4  REZULTATI 
4.1 TRANSKRIPTOMSKA ANALIZA 
	
Diferenčna ekspresija transkriptoma 
Analiza diferečne ekspresije transkriptoma iz polne krvi, ki je vključevala 23 nosilcev 
mutacije za HB in 23 zdravih preiskovancev, je pokazala na 740 genskih transkriptov, ki 
so bili signifikantno diferenčno izraženi. Meja signifikantnosti je bila postavljena na 
p < 0,01 in FDR < 0,01. Pri nosilcih mutacije za HB je imelo 414 genov znižano izražanje, 
od tega 27 genov z logFC < –0,2 in FDR < 0,01. Zvišano izražanje je imelo 326 genov, od 
tega je bilo 11 genov z logFC > 0,2 in FDR < 0,01. 
 
Seznam genov, njihove funkcije in poti, ki so povezane s 30 najvišje uvrščenimi 
diferenčno izraženimi transkripti, so prikazani v preglednici 2. Geni so razvrščeni glede na 
p-vrednosti. 
	
Preglednica 2: Pregled najvišje uvrščenih genov z zvišanim in znižanim izražanjem 










GO Molecular Function/GO Biological 
Process/GO Cellular Component 
SPG7 Parapleg
in 
-0,41 1,96E-08 Metalloprotease 
(PC00153) 
Primary lateral sclerosis, Autosomal 
recessive spastic paraplegia type 74, 
Spastic paraplegia 7 autosomal 
recessive 
kinase activity (GO:0016301) / biosynthetic 
process (GO:0009058); cellular process 
(GO:0009987); nitrogen compound 
metabolic process (GO:0006807); 
nucleobase-containing compound 
metabolic process (GO:0006139); 
phosphate-containing compound metabolic 




-0,48 1,40E-07  Amyotrophic lateral sclerosis 
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GO Molecular Function/GO Biological 











ATPase activity, coupled to transmembrane 
movement of substances (GO:0042626); 
cation transmembrane transporter activity 
(GO:0008324); hydrogen ion 
transmembrane transporter activity 
(GO:0015078); pyrophosphatase activity 
(GO:0016462) / catabolic process 
(GO:0009056); cellular process 
(GO:0009987);  
nitrogen compound metabolic process 
(GO:0006807); 
 nucleobase-containing compound 
metabolic process (GO:0006139); 













oxidoreductase activity (GO:0016491); 
receptor activity (GO:0004872); serine-type 
peptidase activity (GO:0008236) /cell-cell 
adhesion (GO:0016337); extracellular 
transport (GO:0006858); immune system 
process (GO:0002376); negative regulation 
of apoptotic process (GO:0043066); 
















receptor activity (GO:0004872)/ cellular 
defense response (GO:0006968) 










GTPase activity (GO:0003924); enzyme 
activator activity (GO:0008047); protein 
binding (GO:0005515); pyrophosphatase 
activity (GO:0016462) 
catabolic process (GO:0009056); cellular 
process (GO:0009987); intracellular 
protein transport (GO:0006886); nitrogen 
compound metabolic process 
(GO:0006807); organelle organization 
(GO:0006996); protein localization 
(GO:0008104); regulation of nucleobase-
containing compound metabolic process 
(GO:0019219); regulation of phosphate 
metabolic process (GO:0019220); vesicle-
mediated transport (GO:0016192) 
intracellular (GO:0005622) 
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GO Molecular Function/GO Biological 










protein kinase activity (GO:0004672) / 
cellular process (GO:0009987); phosphate-
containing compound metabolic process 











DNA helicase activity (GO:0003678); 
hydrolase activity (GO:0016787); nucleic 
acid binding (GO:0003676) / DNA 


















cell differentiation (GO:0030154); cellular 
component morphogenesis (GO:0032989); 
cellular process (GO:0009987); nervous 
system development (GO:0007399); single-
multicellular organism process 
(GO:0044707) 
extracellular space (GO:0005615); 


















-0,34 1,34E-05  West syndrome, Epileptic 
















-0,38 2,27E-05   
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GO Molecular Function/GO Biological 







-0,35 2,43E-05  Fructose galactose metabolism, Glycolysis 
ENO2 Gamma-
enolase 
-0,36 2,71E-05 Lyase (PC00144) Glycolysis 















-0,27 2,78E-05  structural constituent of ribosome 
(GO:0003735) 
biosynthetic process (GO:0009058); 
cellular component biogenesis 
(GO:0044085); cellular process 
(GO:0009987); nitrogen compound 
metabolic process (GO:0006807);  
     rRNA metabolic process (GO:0016072); 
translation (GO:0006412) 
cytosol (GO:0005829); organelle 









type  7 
-0,61 4,08E-05 
 
 Inflammation mediated by chemokine and 
















Alzheimer disease-amyloid secretase 
pathway, Alzheimer disease-presenilin 
pathway 
metallopeptidase activity (GO:0008237); 
pyrophosphatase activity (GO:0016462) / 
catabolic process (GO:0009056); cellular 
process (GO:0009987); nitrogen compound 
metabolic process (GO:0006807); 
nucleobase-containing compound 
metabolic process (GO:0006139); 
phosphate-containing compound metabolic 
process (GO:0006796); proteolysis 
(GO:0006508) 
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GO Molecular Function/GO Biological 











infantile/juvenile form, Neu-Laxova 
syndrome, Neu-Laxova syndrome 1. 
Serine glycine biosynthesis 
oxidoreductase activity (GO:0016491) / 
biosynthetic process (GO:0009058); 
cellular amino acid biosynthetic process 
(GO:0008652); cellular process 
(GO:0009987); nitrogen compound 






-0,34 3,92E-05 DNA binding 
protein 
(PC00009) 
DNA binding (GO:0003677) / DNA 














mRNA binding (GO:0003729) / cellular 
process (GO:0009987); mRNA 
polyadenylation (GO:0006378); nitrogen 
compound metabolic process 
(GO:0006807) / intracellular 








-0,31 3,67E-05  Giant cell glioblastoma, Gliosarcoma, 
Neurofibromatosis type 3, Noonan 









-0,23 3,53E-05 Kinase activator 
(PC00138) 
nuclease activity (GO:0004518) / DNA 
repair (GO:0006281); nitrogen compound 
metabolic process (GO:0006807); 
regulation of cell cycle (GO:0051726); 
response to abiotic stimulus 
(GO:0009628); response to stress 
(GO:0006950) / intracellular 
(GO:0005622); nuclear chromosome 
(GO:0000228); nucleus (GO:0005634); 






0,23 7,02E-07  Situs inversus totalis 
De novo purine biosynthesis 
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GO Molecular Function/GO Biological 











chromatin binding (GO:0003682); nucleic 
acid binding (GO:0003676) / regulation of 
























0,41 2,16E-05 RNA binding 
protein 
(PC00031) 
cellular process (GO:0009987); protein 
localization (GO:0008104); protein 
targeting (GO:0006605)/ cytoplasm 
(GO:0005737); ribonucleoprotein complex 
(GO:0030529) 






Familial isolated dilated 
cardiomyopathy, Cardiomyopathy 
dilated 1W, Cardiomyopathy familial 
hypertrophic 15, Familial isolated dilated 
cardiomyopathy 
Gonadotropin releasing hormone receptor 
pathway, Integrin signalling pathway 
actin binding (GO:0003779); structural 
constituent of cytoskeleton (GO:0005200) / 
cell adhesion (GO:0007155);  
cellular component morphogenesis 
(GO:0032989); signal transduction 




0,69 2,09E-05 dehydratase 
(PC00091) 
Osteopetrosis with renal tubular acidosis, 
osteopetrosis autosomal recessive type 3 
(OPTB3) 
hydro-lyase activity (GO:0016836) 
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GO Molecular Function/GO Biological 








0,22 4,02E-05 Transcription regulation by bZIP 
transcription factor 
Heterotrimeric G-protein signaling 
pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated 
pathway 
ectoderm development (GO:0007398); 
nervous system development 






0,40 3,15E-05 vesicle coat 
protein 
(PC00235) 
intracellular protein transport 
(GO:0006886); receptor-mediated 
endocytosis (GO:0006898)/ cytoplasm 







0,49 4,48E-05 ribosomal protein 
(PC00202) 
Dyskeratosis congenita, Dyskeratosis 
congenita autosomal recessive 1 
nucleic acid binding (GO:0003676); 
structural constituent of ribosome 







0,81 4,30E-05 histone 
(PC00118) 
DNA binding (GO:0003677) / biosynthetic 
process (GO:0009058); cellular process 
(GO:0009987); chromatin organization 
(GO:0006325); nitrogen compound 
metabolic process (GO:0006807); 
regulation of gene expression, epigenetic 
(GO:0040029); regulation of nucleobase-
containing compound metabolic process 
(GO:0019219); transcription, DNA-
dependent (GO:0006351) / intracellular 
(GO:0005622); nuclear chromosome 
(GO:0000228); nucleus (GO:0005634) 
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Obogatitvena analiza 
Obogatitvena analiza KEGG (Kanehisa in sod., 2012) je za 740 diferenčno izraženih 
transkriptov pokazala, da so nekateri vključeni v statistično značilno (FDR < 0,01) znižano 
regulacijo izražanja za glicin-serin-treoninski metabolizem in signifikantno zvišano 
regulacijo ekspresije v poteh, kot sta signalna pot PPAR, signalna pot p53, in skupino 
interakcij, udeleženih v vezikularnem transportu. Diferenčno izraženi so bili tudi 
transkripti, udeleženi v poteh amiotrofne lateralne skleroze (ALS), le da s FDR = 0,03 niso 
dosegli praga signifikantnosti. 
Analiza poti GO je z uporabo orodja PANTHER za vseh 740 diferenčno izraženih 
transkriptov pokazala kot najvišje uvrščene tiste poti, ki so del sistemskih procesov v 
organizmu. Pregled najvišje uvrščenih poti je prikazan v preglednici 3. Kriterij za najvišje 
uvrščene je vsaj 10 diferenčno izraženih genov, ki so povezani z isto potjo. 
Preglednica 3: Rezultati najvišje uvrščenih poti (> 10 genov) glede na število skupnih genov 






P00031 25 Inflammation mediated by chemokine and 
cytokine signaling pathway 
P06664 16 Gonadotropin releasing hormone receptor pathway 
P00034 16 Integrin signalling pathway 
P00053 13 T cell activation 
P00047 13 PDGF signaling pathway 
P06959 11 CCKR signaling map 
Med visoko uvrščenimi je bila tudi signalna pot, povezana s Huntingtonovo boleznijo s 7 
geni DYNC1H1, AP2A2, TUBB1, FOS, SP1, ARF4 in CYFIP2. Sledijo ji signalna pot 
apoptoze (7 genov), interlevkinska signalna pot (6 genov), Alzheimer-amiloid sekretazna 
pot (5 genov), signalna pot VEGF (4 geni) in signalna pot, povezana s Parkinsonovo 
boleznijo (4 geni). 
Obogatitvena analiza GO Cellular Component, kjer smo kot kriterij uporabili FDR < 0,01, 
je pokazala na diferenčno izražene gene, povezane z organeli/membransko vezanimi 
organeli in citoplazmo, vezikli in različnimi drugimi membranami.  
Obogatitvena analiza GO Molecular Function je kot diferenčno izražene transkripte 
pokazala kot tiste, ki so vključeni v vezavo proteinov ter heterocikličnih in organskih 
komponent. Prav tako so bili prekomerno izraženi tudi tisti transkripti, ki so vključeni v 
vezavo ionov, encimov ter so povezani z aktivnostjo prenašalcev elektronov. Slednji so 
pokazali za 4-krat povečano izražanje pri nosilcih mutacije v primerjavi z zdravimi 
kontrolami. Navedeno namreč podpira vpletenost mitohondrijskega metabolizma v 
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patogenezo HB. Znižano izražanje so pokazali geni, ki so bili povezani z G-proteinom 
sklopljeno receptorsko aktivnostjo. 
Obogatitvena analiza GO Biological Processes je pokazala na do 2-kratno povečanje 
izražanja genov v poteh, povezanih z metabolnimi procesi koencimov in kofaktorjev, 
mitohondrijski organizaciji, regulaciji eksocitoze, apoptotskih procesih, kot tudi nevtrofilni 
degranulaciji, aktivaciji imunskega odziva in uravnavanju imunosti. 
Primerjava rezultatov transkriptoma z drugimi raziskavami 
S sistematičnim pregledom literature smo identificirali 4 raziskave avtorjev Boroveckega 
in sodelavcev (2005), Runna in sodelavcev (2007), Huja in sodelavcev (2011) in 
Mastrokoliasa in sodelavcev (2015), ki so tako kot v naši raziskavi izvedli analizo 
diferečne ekspresije pri HB iz polne krvi in so imele javno dostopne transkriptomske 
podatke v repozitoriju GEO. Pregled podatkov o vključenih raziskavah v primerjavo je 
prikazan v preglednici 4. Raziskava Boroveckega in sodelavcev (2005) je pokazala na 
1031 značilno (FDR < 0,01) diferenčno izraženih transkriptov. Druge 3 raziskave, ki so 
bodisi vključevale nižje število preiskovancev (Hu in sod., 2011; Runne in sod., 2007) ali 
pa so uporabili druge metode (Mastrokolias in sod., 2015), niso pokazale na statistično 
značilno spremenjene gene. 
Preglednica 4: Pregled raziskav, vključenih v primerjavo 
Table 4: Overview of studies compared 
Referenca Vzorci Število DE transkriptov 
p < 0,01 (FDR < 0,01) 
Vrste mikromreže 
GSE 8762 
(Runne in sod., 2007) 
12 HB: 4 M/8 Ž 
10 K: 5 M/5 Ž 
85 (0) Affymetrix Human Genome 
U133 Plus 2.0 Array 
GSE 1767 
(Borovecki in sod., 2005) 
17 HB 
14 K 
1711 (1031) GE/Amersham Codelink Human 
Uniset I, II, and 20K 
oligonucleotide arrays 
GSE 51799 
(Mastrokolias in sod., 2015) 
91 HB: 91 Ž 
33 K: 33 Ž 
173 (0) Affymetrix Human Genome 
U133A Array 
GSE 24250 
(Hu in sod., 2011) 
8 HB: 1 M/7 Ž 
6 K: 3 M/3 Ž 
33 (0) Affymetrix Human Genome 
U133A Array 
HB = Nosilci mutacije za HB; K = zdravi preiskovanci; M = moški; Ž = ženske 
Da bi preverili skladnost transkriptomskih sprememb med študijami, vključno z našo, smo 
primerjali med sabo transkripte po kriteriju p < 0,01. Prekrivanja med diferenčno 
izraženimi transkripti, določenimi v vseh 5 raziskavah, so pokazala le na 15 diferenčno 
izraženih trankriptov, ki so skupni 3 raziskavam od 5. Grafični prikaz prekrivanja med 
rezultati raziskav je prikazan na sliki 1. Rezultat je 15 potencialno pomembnih genov za 
patogenezo HB. Seznam diferenčno izraženih transkriptov in povezava s fenotipom in 
podatki GO sta prikazana v preglednici 5 
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ID gena Ime gena Raziskave Fenotip-Bolezen/Poti 
GO Molecular Function/GO Biological 









Borovecki in sod., 2009; Hu in sod., 
2011; Zadel in sod., 2018a 
Coenzyme A biosynthesis 
kinase activity (GO:0016301) / biosynthetic 
process (GO:0009058); cellular process 
(GO:0009987); coenzyme metabolic process 
(GO:0006732); nitrogen compound 
metabolic process (GO:0006807); 
nucleobase-containing compound metabolic 
process (GO:0006139); phosphate-
containing compound metabolic process 
(GO:0006796) 
CD302 CD302 antigen; 
CD302; 
ortholog 
Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
Hodkin Lymphoma 
receptor activity (GO:0004872) / immune 
system process (GO:0002376); intracellular 
protein transport (GO:0006886); 
phagocytosis (GO:0006909); receptor-





Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 









Borovecki in sod., 2009 








Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
Neurodevelopmental disorder-craniofacial 
dysmorphism-cardiac defect-hip dysplasia 
syndrome 
Au-Kline syndrome 
catalytic activity (GO:0003824); mRNA 
binding (GO:0003729); protein binding 
(GO:0005515) / RNA splicing, via 
transesterification reactions (GO:0000375); 
induction of apoptosis (GO:0006917); 
intracellular protein transport 
(GO:0006886); mRNA splicing, via 
spliceosome (GO:0000398); neurological 
system process (GO:0050877);  
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Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
Gonadotropin releasing hormone receptor 
pathway 
Apoptosis signaling pathway 
TGF-Beta Pathway* 
MicroRNAs in cardiomyocyte hypertrophy* 
protein kinase activity (GO:0004672); signal 
transducer activity (GO:0004871) / MAPK 
cascade (GO:0000165); apoptotic process 
(GO:0006915); regulation of catalytic 
activity (GO:0050790); regulation of cell 
cycle (GO:0051726); regulation of phosphate 
metabolic process (GO:0019220); response 




ate lyase; NPL; 
ortholog 
Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
N-acetylglucosamine metabolism 
Diabetes Mellitus, Insulin-Dependent* 
lyase activity (GO:0016829) / cellular amino 




Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
hydrolase activity (GO:0016787) / cellular 
amino acid metabolic process 
(GO:0006520); cellular process 
(GO:0009987); coenzyme metabolic process 
(GO:0006732); nitrogen compound 
metabolic process (GO:0006807); vitamin 





Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 







Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
response to stress (GO:0006950) / plasma 
membrane (GO:0005886) 




Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
transport (GO:0006810) / Golgi apparatus 
(GO:0005794); cytoplasm (GO:0005737); 
integral to membrane (GO:0016021) 
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Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
C5 Deficiency and Generalized Anxiety 
Disorder*Heterotrimeric G-protein signaling 
pathway-Gq alpha and Go alpha mediated 
pathwayHeterotrimeric G-protein signaling 
pathway- 
Gi alpha and Gs alpha mediated pathway 
CCKR signaling mapGTPase activity 
(GO:0003924); enzyme activator activity 
(GO:0008047); pyrophosphatase activity 
(GO:0016462) / catabolic process 
(GO:0009056); cellular process 
(GO:0009987); nitrogen compound 
metabolic process (GO:0006807); regulation 
of nucleobase-containing compound 
metabolic process (GO:0019219); regulation 
of phosphate metabolic process 
(GO:0019220) 







Borovecki in sod., 2009; 
Mastrokolias in sod., 2015; Zadel in 
sod., 2018a 
*paralog GNB5 → Diseases associated with
GNB5 include Language Delay And Attention 
Deficit-Hyperactivity Disorder/Cognitive 
Impairment With Or Without Cardiac 
Arrhythmia and Leukodystrophy, 
Hypomyelinating, 7, With Or Without 
Oligodontia And/Or Hypogonadotropic 
Hypogonadism. 






Borovecki in sod., 2009 
Mastrokolias in sod., 2015 Zadel in 
sod., 2018a 
nucleic acid binding (GO:0003676) 
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4.2 ANALIZA METILACIJE 
Analiza statusa metilacije DNA 20 nosilcev mutacije za HB (9 predsimptomatskih in 11 
simptomatskih preiskovancev) in 15 zdravih preiskovancev je pokazala na 326 diferenčno 
metiliranih genov (p < 0,01), ki po korekciji za večkratno testiranje niso dosegli meje 
signifikantnosti (FDR < 0,05). Za oceno dejanske stopnje metiliranosti DNA in razlik med 
vzorci smo podali tudi povprečno razliko (Δ%) za vsako pozicijo 5-mC. Pregled rezultatov 
analize metilacije z Δ% 5-mC, p-vrednostmi, FDR in fenotipom GO za 30 najvišje 
uvrščenih hipo- in hipermetiliranih genov je prikazan v preglednici 6. 
Preglednica 6: Rezultati diferečne metilacije na vzorcih krvi pri nosilcih mutacije za HB v primerjavi z 
zdravimi kontrolami  
Table 6: Results of differential methylation in whole blood of all HD mutation carriers compared to control
ID gena Ime gena Δ% 5-mC  p-vrednost FDR GO, fenotip 
ZNIŽANA STOPNJA METILACIJE 
C14orf152 Protein 
FAM181A  
–26,4 1,2E-04 0,30 





–1,9 3,4E-05 0,30 ADNP-related multiple congenital 
anomalies-intellectual disability-autism 
spectrum disorder, Mental retardation 
autosomal dominant 28, Helsmoortel-
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ID gena Ime gena Δ% 5-mC  p-vrednost FDR GO, fenotip 
NARS Asparagin 
tRNA ligaza 





















PRMT3 Protein Arginin 
Metiltransferaza 































8,7 4,5E-04 0,53 
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ID gena Ime gena Δ% 5-mC  p-vrednost FDR GO, fenotip 
RGS7 Regulator G 
protein 
signalizacije 7 










FLJ25410 SEPT12, Septin 
12 
3,3 4,3E-04 0,53 Non-syndromic male infertility due to 





KRTHA2 KRT32, Keratin 
32 















DAZL Deleted in 
azoospermia 
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ID gena Ime gena Δ% 5-mC  p-vrednost FDR GO, fenotip 
FANCA Fanconi anemija 
komplementacij
ska skupina A 
 
2,5 5,4E-04 0,3 Fanconi anemia, Fanconi anemia 
complementation group a, 
tracheoesophageal fistula with or 



















     
PKNOX1 PBX/knotted 1 
homeobox 1 








C1orf116 chromosome 1 
open reading 
frame 116 

























ZDHHC19 zinc finger 
DHHC-type 
containing 19 
2,2 4,3E-04 0,53 GO:0019706_protein-cysteine_S-
palmitoyltransferase_activity 
S100P S100 calcium 
binding protein 
P 
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ID gena Ime gena Δ% 5-mC  p-vrednost FDR GO, fenotip 
STK11 serine/threonine 
kinase 11 
1,9 1,2E-04 0,30 Peutz-jeghers syndrome, pancreatic 
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ID gena Ime gena Δ% 5-mC  p-vrednost FDR GO, fenotip 
STK11 serine/threonine 
kinase 11 









1,5 1,0E-04 0,30 Craniometaphyseal dysplasia, 
autosomal dominant, Familial calcium 
pyrophosphate deposition, 
chondrocalcinosis 2, 
Craniometaphyseal dysplasia Jackson 












C16orf61 CMC2, C-X9-C 
Motif 
Containing 2 
1,5 2,2E-04 0,46 Autosomal_ dominant Charcot-Marie-
Tooth disease type 2Z, MORC2 – 







1,3 2,1E-04 0,46 Peeling skin syndrome type A, Peeling 



























and SOCS box 
containing 1 
1,2 2,9E-04 0,53 GO:0000209_protein_polyubiquitinatio
n, GO:0043687_post-
translational_protein_modification 
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ID gena Ime gena Δ% 5-mC  p-vrednost FDR GO, fenotip 
SPATA5L1 spermatogenesis 
associated 5 like 
1 




























PLCB3 phospholipase C 
beta 3 













POP7 POP7 homolog, 
ribonuclease 
P/MRP subunit 
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ID gena Ime gena Δ% 5-mC  p-vrednost FDR GO, fenotip 
ALX4 ALX-homeobox 0,20 6,2E-04 0,53 Craniosynostosis 5 susceptibility to; 
Frontonasal dysplasia 2; frontal 
foramina 2, Enlarged parietal foramina, 
Frontonasal dysplasia with alopecia 

































Δ% 5-mC = razlika v % v povprečni metiliranosti 5-mC med vsemi nosilci mutacije za HB in kontrolami. 
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Opravili smo tudi primerjavo med nosilci mutacije, in sicer ločeno glede na klinične znake 
(predsimptomatski, simptomatski) in na zdrave preiskovance. Diferenčna analiza 
metilacije predsimptomatskih nosilcev mutacije za HB v primerjavi z zdravimi 
preiskovanci je pokazala na 437 diferenčno metiliranih genov (p < 0,01). Po korekciji za 
večkratno testiranje so 3 geni (CLDN16, DDC, NXT2) dosegli statistično signifikantnost 
(FDR < 0,05). Diferenčna analiza simptomatskih nosilcev mutacije za HB in zdravih 
kontrol je pokazala na 260 diferenčno metiliranih genov (p < 0,01), vendar po korekciji 
nobeden ni dosegel statistično značilne signifikance. Analiza rezultatov diferenčne 
metilacije simptomatskih in predsimptomatskih preiskovancev pa je pokazala na 198 
diferenčno metiliranih genov (p < 0,01), a prav tako po korekciji nobeden ni dosegel praga 
signifikantnosti. Prikaz 30 najvišje uvrščenih genov po skupinah primerjav je prikazan na 
sliki 2. 
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Slika 2: Prikaz 30 diferenčno metiliranih genov (p < 0,01); primerjava (A) predsimptomatski preiskovanci in 
kontrole, (B) simptomatski nosilci mutacije za HB in kontrole, (C) predsimptomatski in simptomatski nosilci 
mutacije za HB in (D) vsi nosilci mutacije za HB v primerjavi s kontrolami. K = kontrole, 
PS = predsimptomatski nosilci mutacije za HB, S = simptomatski nosilci mutacije za HB. ** = FDR < 0,05. 
Figure 2: Top 30 differentially methylated genes (p<0.01); a comparison of (A) pre-symptomatic carriers and 
controls, (B) symptomatic HD mutation carriers and controls, (C) pre-symptomatic and symptomatic HD 
mutation carriers, and (D) pooled HD mutation carriers and controls. K = controls, PS = pre-symptomatic 
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4.3 INTEGRATIVNA ANALIZA METILACIJE DNA IN TRANSKRIPTOMA 
 
Globalna analiza metilacijskih in transkriptomskih sprememb je bila izvedena na enaki 
skupini preiskovancev – nosilci mutacije za HB in zdravi preiskovanci. V primerjavo smo 
vključili 326 diferenčno metiliranih genov iz skupine vseh nosilcev mutacije za HB in 
zdravih kontrol ter 740 diferenčno izraženih transkriptov, določenih v analizi diferenčne 
ekspresije. Primerjava je pokazala na 12 genov (FBXL5, S100P, PRDX1, COPS7B, SP1, 
SEC24C, PDIA6, USP5, GRAP, POP5, WRB, PCSK7), pri katerih sta bili spremenjeni tako 
metilacija kot ekspresija, vendar nobeden od genov ni dosegel praga signifikantnosti za 
metilacijo (FDR < 0,05). Rezultati so prikazani v preglednici 7.  
 
Prav tako smo analizirali rezultate še 4 transkriptomskih raziskav HB (Borovecki in sod., 
2005; Runne in sod., 2007; Hu in sod., 2011; Mastrokolias in sod., 2015) in jih primerjali s 
svojimi transkriptomskimi rezultati. Pokazali smo na 15 značilno diferenčno izraženih 
transkriptov (Zadel in sod., 2018b). 
 
Integrativno analizo smo izvedli med skupino 326 diferenčno metiliranih genov, 740 
diferenčno izraženih transkriptov in 15 značilno izraženih transkriptov, določenih iz 
analize prekrivanja transkriptomskih raziskav (Zadel in sod., 2018b). Potrdili smo 
prekrivanje v enem genu, F-box/LRR-repeat-protein 5 (FBXL5), ki kodira protein, 
vključen v regulacijo konformacije proteinov preko šaperoninov in aktivacijo imunskega 
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Preglednica 7: Seznam genov, ki se prekrivajo pri diferenčni metilaciji in diferenčni transkripciji pri nosilcih 
mutacije za HB v primerjavi s kontrolami. 
Table 7: List of the genes showing overlap between differential methylation and differential transcription in 
all HD mutation carriers compared to controls. 
ID gena  Ime gena Diferenčna metilacija Diferenčna transkripcija 
  Δ% 5-mC p-vrednost FDR logFC p-vrednost FDR 




6,5E-03 0,80 –0,19 6,7E-03 7,9E-02 
PCSK7 proprotein convertase 
subtilisin/kexin type 7 
–
2,0 
8,7E-03 0,82 –0,39 3,8E-05 8,2E-03 




5,4E-04 0,53 –0,35 2,5E-04 1,6E-02 
POP5 POP5 homolog, 
ribonuclease P/MRP 
subunit 
0,5 9,2E-03 0,82 –0,22 4,7E-04 2,2E-02 
GRAP GRB2-related adaptor 
protein 
0,6 3,1E-03 0,71 -0,16 1,0E-03 3,3E-02 
PRDX1 peroxiredoxin 1 0,6 8,6E-03 0,82 0,28 1,4E-03 3,8E-02 
USP5 ubiquitin specific 
peptidase 5 
0,6 4,7E-03 0,73 –0,34 1,5E-04 1,4E-02 
SEC24C SEC24 homolog C, 
COPII coat complex 
component 
0,9 3,1E-03 0,71 –0,25 6,8E-04 2,7E-02 
S100P S100 calcium binding 
protein P 
2,1 4,5E-04 0,53 1,05 4,7E-04 2,2E-02 
FBXL5 F-box and leucine 
rich repeat protein 5 
2,5 5,4E-03 0,76 0,31 1,4E-04 1,4E-02 
WRB tryptophan rich basic 
protein 
2,6 2,5E-03 0,69 0,17 7,0E-04 2,7E-02 
PDIA6 protein disulfide 
isomerase family A 
member 6 
2,8 4,4E-05 0,30 0,21 4,3E-04 2,1E-02 
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Slika 3: Primerjava skupine diferenčno metiliranih genov, diferenčnih tranksriptov vseh nosilcev mutacije za 
HB in kontrol ter skupine diferenčnih transkriptov treh neodvisnih raziskav. Tretja skupina, vključena v 
skupno primerjavo, je skupina diferenčno izraženih transkriptov, določenih iz treh neodvisnih raziskav HB na 
vzorcih krvi (Zadel in sod., 2018b). DE = diferenčna ekspresija. 
Figure 3: Comparison between differentially methylated genes and differential trabscripts of all HD mutation 
carriers and controls and a group of previously identified differentially expressed transcripts in the same 
cohort; additionally to this are consistently identified differentially expressed transcripts identified in whole 
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5  RAZPRAVA 
 
V doktorski disertaciji smo na vzorcih polne krvi nosilcev mutacije za HB in zdravih 
preiskovancev z globalno transkriptomsko analizo in analizo globalne metilacije pokazali 
na diferenčno izražene gene, ki smo jih uspeli povezati s patološkimi mehanizmi HB. Z 
integrativno analizo transkriptoma in metilacije smo tudi pokazali na gene, ki povezujejo 
spremembe obeh ravni regulacije genske ekspresije, a nobeden od njih ni dosegel značilno 
spremenjenega izražanja, da bi ga lahko uporabili kot zanesljivi biooznačevalec 
patološkega dogajanja pri HB.  
 
HB je dedna nevrodegenerativna bolezen, ki jo povzroča znana mutacija v genu za 
huntingtin. Bolnike lahko identificiramo že veliko pred pojavom prvih kliničnih znakov. Z 
globalno gensko analizo nosilcev mutacije za HB bi lahko z značilno spremenjenim 
izražanjem sprecifičnih genov – biooznačevalcev – pri predsimptomatskih bolnikih 
napovedali začetek bolezni, pri simptomatskih pa progresijo HB. Večina objavljenih 
raziskav je bila izvedena na vzorcih možganskega tkiva ali živalskih modelih, malo pa je 
raziskav, ki so za analizo uporabile polno kri. Kljub nekaterim različnim ugotovitvam 
objavljenih raziskav na humanih vzorcih je večina uspela pokazati, da spremembe v 
transkriptomu možganskega tkiva lahko povežemo s spremembami v transkriptomu polne 
krvi, kar postavlja izbrane gene v krvi za surogatne biooznačevalce sprememb v 
možganskem tkivu. Spremembe v statusu metilacije DNA v povezavi s HB so bile opisane 




Naša raziskava je pokazala na statistično značilne spremembe na ravni transkriptoma, ki 
smo ga določili iz polne krvi bolnikov z dokazano mutacijo za HB in jih primerjali z 
zdravimi kontrolnimi preiskovanci. Pokazali smo na 740 signifikantno diferenčno 
izraženih transkriptov; od tega 414 genov z znižanim izražanjem in 326 z zvišanim 
izražanjem. Med njimi so geni, ki so del sistemskih procesov, kot na primer imunska 
aktivacija, ter geni, ki so povezani z mitohondrijsko disfunkcijo, spremembami 
metabolizma in signalnih procesov. To je skladno z rezultati predhodnih raziskav 
(Hensman Moss in sod., 2017; Mastrokolias in sod., 2015; Runne in sod., 2007) 
(Bezprozvanny in Hayden, 2004; Björkqvist in sod., 2008; Cui in sod., 2006; Disatnik in 
sod., 2016; Islam, 2016; Kwan in sod., 2012; Tai in sod., 2007).  
 
Med najvišje uvrščenimi diferenčno izraženimi geni, ki smo jih določili na naši skupini 
bolnikov in so že bili opisani in povezani s HB oziroma drugimi nevrodegenerativnimi 
boleznimi (Zadel in sod., 2018a), sta bila gena SPG7 in C21orf2. Povezana sta s primarno 
lateralno sklerozo in amiotrofno lateralno sklerozo in sta tudi bolezni ponavljajočih se 
tripletov (Blitterswijk in sod., 2012). Nadalje gen PCSK7, ki je bil tudi eden od značilno 
spremenjenih genov v rezultatih naše raziskave, je v literaturi opisan v povezavi z 
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Alzheimerjevo boleznijo (AB). Pri AB je nastanek amiloidnega plaka, obdanega z 
aktivirano mikroglijo in komplementom, povezan z geni imunskega sistema. Podoben 
patološki mehanizem s povečanim izražanjem imunomodulatornih genov so odkrili tudi v 
krvi bolnikov s HB (Jones in sod., 2015) in tako pokazali, da si sicer različni 
nevrodegenerativni bolezni lahko delita podobne patogenetske mehanizme (Hensman 
Moss in sod., 2017).  
 
Značilno znižano izražanje sta pokazala gena ALDOC in RPS16, ki sta udeležena v 
metabolnih poteh glikolize in metabolizma fruktoze. Bolniki s HB imajo znižano 
inzulinsko občutljivost, okvarjeno izločanje inzulina (Kumar in Garg, 2016) in tudi 
dokazano nagnjenost k diabetesu (Kumar in Garg, 2016), kar je lahko povezano prav z 
znižanim izražanjem navedenih dveh genov. Zvišano izražanje smo potrdili v primeru gena 
VCL, ki je povezan s kardiomiopatijami. Pri bolnikih s HB, ki so bili vključeni v 
epidemiološke raziskave, so ugotovili povečano število kardiovaskularnih zapletov, ki so 
postopoma vodili v trajno okvaro srčne mišice; bolezni in okvara srca je po nekaterih 
podatkih tudi drugi najpogostejši vzrok smrti pri bolnikih s HB (Chiu in Alexander, 1982; 
Sørensen in Fenger, 1992). Ne nazadnje raziskava Mielcareka in sodelavcev (2014) 
nakazuje na vlogo mutiranega HTT kot enega od modulatorjev srčne funkcije.  
 
Spremembe v ekspresiji zgoraj navedenih genov in poti, s katerimi so povezani, so 
značilne sistemske spremembe in homeostatski odziv na nevrodegenerativni proces, zato 
ocenjujemo, da te niso specifične le za HB. 
 
Konsistenco naših rezultatov in rezultatov drugih transkriptomskih raziskav HB iz 
periferne krvi smo preverili s sistematično analizo. Poleg naše raziskave smo v analizo 
vključili še 4 transkriptomske raziskave (Borovecki in sod., 2005; Runne in sod., 2007; Hu 
in sod., 2011; Mastrokolias in sod., 2015). Analiza je pokazala na le 15 značilno 
spremenjenih transkriptov, ki so bili skupni 3 od 5 neodvisnih raziskav. Od 15 
signifikantno spremenjenih genov smo po analizi poti uspeli povezati le 6 genov signalnih 
poti, udeleženih v imunskem odzivu (gen FBXL5), apoptozi (gen MAP4K1), odzivu na 
stres (gen PTPRCAP), in geni, povezanimi z nevrološkimi boleznimi (geni TSNAX, 
HNRNPK, RGS2). Spremembe v ekspresiji posameznih genov in njihovih poti kažejo, da 
so omenjene spremembe verjetno bolj posledica kot pa vzrok procesov, ki potekajo med 
progresijo HB. Naša raziskava je v primerjavi z drugimi 4 raziskavami v krvi potrdila, da 
je še vedno precejšnja nekonsistentnost glede vpliva spola, starosti in stadija bolezni, zato 
v tem pogledu nismo uspeli pokazati na dovolj robustno spremembo, ki bi lahko 
predstavjala specifični biooznačevalec. Transkriptomska raven analize je verjetno celo 
preveč odzivna na številne transkripte in celične metabolite, da bi lahko potrdili posamezni 
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Spremembe v izražanju niso povezane samo s spremembami na ravni transkriptoma. Zato 
smo v raziskavo vključili tudi analizo epigenetskih mehanizmov, kot je metilacija DNA. Z 
globalno analizo metilacije DNA smo preverili, ali so spremembe na ravni metilacije DNA 
povezane z razvojem HB. Raziskave kažejo, da je lahko metilacija DNA pomembno 
vpletena v razvoj bolezni (Francelle in sod., 2017; Ng in sod., 2013; Pan in sod., 2016), 
vendar so tudi na tem področju raziskave z različnimi ugotovitvami (De Souza in sod., 
2016); nekateri so namreč pokazali na spremembe, ki bi bile lahko povezane s progresijo 
HB, vendar te niso bile statistično signifikantne.  
 
V različnih skupinah primerjav metiliranosti CpG naših vzorcev smo pri primerjavi 
predsimptomatskih bolnikov s HB in zdravih preiskovancev identificirali 437 diferenčno 
metiliranih genov, od katerih so le 3 geni (CLDN16, NXT2 in DDC) dosegli signifikantnost 
po korekciji za večkratno testiranje. Nobeden od navedenih genov še ni bil opisan v 
povezavi s HB. Gen CLDN16 je povezan s hipomagnezemijo, hiperkalciurijo in 
nefrokalcinozo, kar so klinična stanja, ki spremljajo vrsto bolezni in zato nespecifična za 
HB. Gen NXT2 je vključen v transport mRNA in proteinov, kar je splošen celični proces in 
ga zato tudi ne moremo povezati kot specifičen za HB. Drugačen potencial je pokazal gen 
DDC, ki je opisan v povezavi s pomanjkanjem aromatske L-aminokislinske 
dekarboksilaze. L-aminokislinska dekarboskilaza sodeluje v reakcijah dekarboksilacije 
nevrotransmiterjev in nevromodulatorjev, ki so vpleteni v biosintezo kateholaminov v 
možganih, kot so dekarboksilacija L-DOPA v dopamin, L-tirozin v L-tiramin, 
L-fenilalanin v L-fenetilamin in 5-HTP v serotonin. Polimorfizmi in druge variacije gena 
DDC se povezujejo z nevropsihiatričnimi motnjami, ki so tudi eden prvih kliničnih znakov 
HB. Gen DDC v povezavi s HB do sedaj še ni bil opisan, zato si zasluži nadaljnje 
raziskave. Pri primerjavi simptomatskih bolnikov in zdravih preiskovancev ter primerjavi 
simptomatskih in predsimptomatskih bolnikov nobeden od genov ni dosegel praga 
signifikantnosti.  
 
Spremenjen status metilacije v možganih in drugih tkivih, ki naj bi bil povezan s HB, je bil 
v literaturi opisan pri 3 genih, in sicer gen za receptor adenozin A (2A) (ADORA2A) 
(Villar-Menéndez in sod., 2013), gen za CCCTC-vezavni faktor (CTCF) (De Souza in 
sod., 2016) in gen za huntingtin (HTT) (De Souza in sod., 2016; Reik in sod., 1993). 
Navedeni 3 geni v naši analizi niso bili diferenčno metilirani. Razlog je verjetno v 
značilnem tkivno specifičnem vzorcu metilacije in posledično ekspresije, saj nobena od 
omenjenih raziskav ni bila izvedena na vzorcih polne krvi, zato tudi ni mogoča neposredna 
primerjava. Pri določanju gena za huntingtin v raziskavi Reika in sod. (1993), kjer so sicer 
uporabili polno kri za analizo metilacije, pa lahko različne rezultate pripišemo tudi 
razlikam v metodologiji. 
 
Naši rezultati statusa metilacije so kljub nedoseganju statistične značilnosti primerljivi z 
rezultati nedavne raziskave, ki je sicer z uporabo testa ELISA pokazala, da globalne 
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spremembe na ravni 5-metilcitozina v polni krvi bolnikov s HB niso prisotne (Hamzeiy in 
sod., 2018). Analiza vzorcev možganske skorje bolnikov s HB in zdravih preiskovancev 
prav tako ni uspela pokazati na statistično značilne diferenčno metilirane regije (De Souza 
in sod., 2016). Kljub temu da se raven 5-metilcitozina v vzorcih možganske skorje 
praktično ni izkazala za povezano s statusom HB, je raziskava pokazala na povezavo med 
5-metilcitozinom in starostjo ob nastopu HB (De Souza in sod., 2016).  
 
Ugotovili smo, da v polni krvi ne moremo pokazati na dovolj specifične in zanesljive 
metilacijske biooznačevalce, ki bi pomagali pri napovedi starosti ob nastopu bolezni in 
progresiji. Kot taki zato niso zanesljivi pri ugotavljanju statusa HB. Tako ocenjujemo, da 
ima analiza krvi za oceno statusa metilacije in njegove povezave s HB omejen potencial 
pri postavljanju zanesljivih biooznačevalcev za progresijo HB. 
 
Integrativna analiza 
Preverili smo povezave med transkriptomskimi in metilacijskimi spremembami nosilcev 
mutacije za HB in zdravimi preiskovanci. Integrativna analiza diferenčno metiliranih 
genov ter rezultatov analize transkriptoma je v prekrivanju pokazala na 12 genov. Nobeden 
od 12 genov ni dosegel statistično signifikantne vrednosti, kar je verjetno odraz različnih 
celičnih populacij, ki so prispevale nabor transkriptov in DNA iz polne krvi. Gen FBXL5, 
ki je bil eden od navedenih 12 genov, je bil diferenčno izražen v polni krvi bolnikov s HB 
v treh neodvisnih raziskavah (Zadel in sod., 2018b). Gen FBXL5 kodira F-box in levcin 
rich repeat protein 5 in je vključen v homeostazo železa in ubikvitinacijo proteinov, kot 
tudi prirojeni imunski odziv, kar bi lahko povezali s sistemskim odgovorom na HB. Dalje 
so od 12 prekrivajočih se genov 4 geni (POP5, GRAP, UPS5 in SEC24C), ki kažejo 
obratno korelacijo med metilacijo in ekspresijo RNA in so vključeni v metabolizem RNA, 
prirojeno imunost, ubikvitinacijo in intracelularni transport proteinov. Čeprav to podpira 
njihovo vključenost v sistemski odziv pri HB, v tej povezavi še niso bili opisani in 
nobeden od njih pri rezultatih diferečne metilacije ni dosegel praga signifikantnosti. 
 
Integrativna analiza transkriptoma in globalne metilacije pri nosilcih mutacije za HB in 
zdravih preiskovancev, razen enega skupnega gena, ni pokazala na povezano delovanje 
obeh ravni zapisa. Gen FBXL5, ki je skupen transkriptomu in globalni metilaciji, je 
povezan s sistemskimi procesi, kar je premalo, da bi govorili o specifičnem 
biooznačevalcu za HB. 
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6  SKLEPI 
	
V doktorski disertaciji smo z analizo globalnega transkriptoma in metilacije DNA ter 
integrativne analize transkriptomskih in metilacijskih sprememb na vzorcih polne krvi 
raziskovali nove metilacijske in transkriptomske biooznačevalce pri Huntingtonovi 
bolezni.  
 
Analiza globalnega transkriptoma je pokazala na 740 statistično značilno spremenjenih 
transkriptov, od katerih smo nekatere najvišje uvrščene gene (SPG7, C21orf2, PCSK7) 
uspeli povezati s patogenetskimi mehanizmi, ki so specifični za nevrodegenerativne 
bolezni, nekateri tudi s HB. Najvišje uvrščeni rezultat analize poti, povezane z diferenčno 
izraženimi geni ter signalnimi in metabolnimi potmi, je bila citokinska signalna pot, 
uravnavana preko vnetja, ki je bila povezana kar s 25 diferenčno izraženimi geni. 
 
Sistematična analiza naše in še 4 drugih transkriptomskih raziskav je pokazala na 
prekrivanja v 15 diferenčno izraženih genih, ki so bili skupni trem od petih raziskav. 
Analiza GO je pokazala na povezavo 6 genov z razvojnimi nevrološkimi motnjami in 
disregulacijo signalne poti za apoptozo. 
 
Rezultati analize globalne metilacije med nosilci mutacije za HB in zdravimi preiskovanci 
so pokazali na 326 značilno spremenjenih genov, a nobeden ni dosegel statistično značilne 
spremembe. Obogatitvena analiza najvišje uvrščenih genov je pokazala na poti, ki so 
potencialno pomembne pri nevrodegeneraciji, a sprememb v metilacijskem vzorcu DNA 
bolnikov v primerjavi z zdravimi kontrolami nismo potrdili. 
 
Analiza diferečne metilacije predsimptomatskih in zdravih preiskovancev je pokazala na 
437 diferenčno metiliranih genov, od tega so le 3 geni (CLDN16, NCT2 in DDC) dosegli 
prag signifikantnosti. Nobeden od njih še ni bil opisan v povezavi s HB. Analiza 
simptomatskih in zdravih preiskovancev ter predsimptomatskih in simptomatskih 
preiskovancev ni pokazala na gen, ki bi dosegel signifikantnost. 
 
Rezultati prekrivanja genov diferečne metilacije in transkriptoma je pokazala na 12 genov, 
a nobeden ni predstavljal signifikantne spremembe v metilaciji, ki bi jo lahko povezali z 
razvojem HB in ga potencialno uporabili kot biooznačevalec za HB. 
 
Integrativna analiza med skupino diferenčno metiliranih genov, diferenčno izraženih 
transkriptov in 15 transkriptov, določenih iz prekrivanja 4 transkriptomskih raziskav, je 
pokazala na ujemanje v genu F-box/LRR-repeat-protein (FBXL5). Vključen je v 
ubikvitinacijo proteinov in aktivacijo prirojenega imunskega sistema in tako verjetno 
vključen v sistemski odziv pri HB. 
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7  POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
 
Huntingtonova bolezen je dedna nevrodegenerativna bolezen, ki jo povzroča mutacija v 
genu za protein huntingtin. Bolezen nastopi v starosti 30–45 let in je usodna po 15–20 letih 
progresivne nevrodegeneracije. Klinično se kaže kot upad kognitivnih in motoričnih 
funkcij s pridruženimi psihiatričnimi motnjami. Gen se poleg CŽS izraža tudi v perifernih 
tkivih in tudi krvi. Do sedaj objavljene raziskave so pokazale, da lahko spremembe v 
transkriptomu striatuma bolnikov s HB povežemo s spremembami v krvi, zato bi slednje 
lahko uporabili za surogatne biooznačevalce sprememb v možganih. V naši raziskavi smo 
tako na vzorcih polne krvi nosilcev mutacije za HB in zdravih preiskovancev z globalno 
analizo transkriptoma in metilacije pokazali na diferenčno izražene gene, ki smo jih uspeli 
povezati s patološkimi mehanizmi HB. Med 740 statistično značilno spremenjenimi 
transkripti smo 3 gene (SPG7, C21orf2, PCSK7) uspeli povezati s patogenetskimi 
mehanizmi, specifičnimi za nevrodegenerativne bolezni, in tudi s HB. Sistematična analiza 
naše in 4 transkriptomskih raziskav HB je pokazala na prekrivanja v 15 diferenčno 
izraženih genih, kjer smo 6 genov povezali z razvojnimi nevrološkimi motnjami in 
disregulacijo signalne poti za apoptozo. Kljub signifikantnosti sprememb v nekaterih genih 
se kaže, da je transkriptomska raven še vedno preveč odzivna na številne transkripte, da bi 
posamezen diferenčno izražen transkript lahko označili kot zanesljiv biooznačevalec za 
HB. 
 
V patogenezo HB so vpletene spremembe na ravni transkriptoma, verjetno pa imajo svoj 
vpliv tudi epigenetske mehanizme, kot je na primer metilacija DNA. Ločena analiza 
globalne metilacije glede na klinični status HB je le pri primerjavi predsimptomatskih in 
simptomatskih preiskovancev pokazala na 3 signifikantne gene (CLDN16, NCT2 in DDC), 
ki pa še niso bili opisani v povezavi s HB. Preverili smo tudi gene z že opisano 
spremenjeno metilacijo DNA na vzorcih možganskega tkiva bolnikov (ADORA2A, CTCF, 
HTT), a jih na naši skupini preiskovancev nismo potrdili. Analiza globalne metilacije med 
nosilci mutacije za HB in zdravimi preiskovanci, kot tudi obogatitvena analiza, ni pokazala 
na statistično značilne spremembe. Ugotovili smo, da v polni krvi ne moremo pokazati na 
dovolj specifične in zanesljive metilacijske biooznačevalce, ki bi pomagali pri napovedi 
progresije bolezni. 
 
Da bi preverili, ali so spremembe v metilaciji DNA povezane tudi s spremembami v 
transkriptomu, smo izvedli integrativno analizo sprememb globalne transkripicije in 
metilacije. Rezultati prekrivanja so pokazali na 12 genov, a nobeden od njih ni dosegel 
praga signifikantnosti. Edini gen, ki bi ga lahko povezali s sistemskim odzivom na HB, je 
gen F-box/LRR-repeat-protein (FBXL5), ki je vključen v ubikvitinacijo proteinov in 
aktivacijo prirojenega imunskega sistema. Kljub skupnemu genu na ravni transkriptoma in 
Zadel M. Metilacijski in transkriptomski biooznačevalci pri Huntingtonovi bolezni.  






globalne metilacije DNA, ki je povezan s sistemskim odzivom na bolezen, je to premalo za 




Huntington's disease (HD) is an inherited neurodegenerative disease. Disease-causing gene 
mutation is defined with characteristic CAG repeat expansion. The disease manifests at age 
30-45 and is fatal in 15-20 years of progressive neurodegeneration. Clinical characteristics 
of the disease are the progressive motor and cognitive impairment with various psychiatric 
symptoms. Mutant protein huntingtin is not expressed only in CNS but also peripheral 
tissues. Recent research is showing changes in the transcriptome of HD patients’ striatum 
are similar to changes in peripheral blood. In this respect, transcriptomic changes in blood 
could be surrogate biomarkers of changes in brain tissue. Our research included whole 
blood samples from HD mutation carriers and healthy controls. Analysis of transcriptome 
and global DNA methylation revealed differentially expressed genes, which were linked to 
pathological mechanisms in HD. Out of 740 statistically significant transcripts, we 
matched 3 genes (SPG7, C21orf2, PCSK7) with pathogenetic mechanisms which are 
specific for neurodegenerative diseases including HD. Systemic analysis of our and 4 other 
transcriptomic HD research showed 15 commons differentially expressed genes out of 
which 6 genes were linked to neurological disturbances and dysregulation of apoptotic 
signal pathway. Even though some differential expression in genes is significant 
transcriptomic level seems to be too responsive to be used as a stable biomarker for HD.	
 	
Transcriptomic changes are not the only changes to be linked to HD pathogenesis. Also, 
epigenetic mechanisms like DNA methylation could be involved in the differential 
expression. Global DNA methylation analysis of mutation carriers and healthy controls 
with enrichment analysis did not show any statistically significant changes. The only 
change to be confirmed as significant was global DNA methylation analysis on groups 
differentiated due to the clinical status of HD when comparing presymptomatic and 
symptomatic patients. The results revealed 3 significant genes (CLDN16, NCT2 in DDC) 
but were not reported as connected to HD pathogenesis. All other groups have no 
significant genes. Genes already reported to have differential methylation in brain samples 
of HD patients (ADORA2A, CTCF, HTT) were not confirmed on our group of whole blood 
samples. Our conclusion is methylation biomarkers alone in whole blood are not enough 
specific and reliable to predict HD progression.	
 	
To check if changes in DNA methylation are connected to transcriptomic changes we 
performed integrative analysis of global transcriptomic and methylation status. Results 
showed 12 genes in common where none of the genes was significantly differentially 
methylated. The only gene from this common group, which could be connected to systemic 
response on HD, is a gene for F-box/LRR-repeat-protein (FBXL5) involved in protein 
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ubiquitination and activation of the innate immune system. Even though there is one 
common gene to transcriptomic and methylation status of DNA this could not be enough to 
set it as a biomarker specific for HD.	
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